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Resumo 
 
O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) é uma leguminosa de grande importância 
econômica. É uma espécie alotetraplóide, genoma AABB, com pouco polimorfismo e suscetível 
a diversas doenças. Em contrapartida, espécies silvestres diplóides com genoma AA ou BB 
têm diversidade genética superior e são geralmente mais resistentes. O estudo do genoma 
diplóide de Arachis é, portanto atrativo, tanto para simplificar a construção de mapas genéticos 
e físicos, como para a caracterização de alelos selvagens. Tendo isso em mente, neste 
trabalho utilizamos variações em um único nucleotídeo (SNP- Single nucleotide polymorphism) 
como marcador molecular para mapear genes candidatos em Arachis e a para a transferência 
de marcadores genéticos baseados em genes de cópia única transferíveis entre Leguminosas 
(marcadores âncoras), a fim de enriquecer o mapa de ligação do genoma AA. Foi  testado o 
método extensão de uma única base, SNaPShot®, que se mostrou eficiente, pouco laborioso e 
apropriado para a aplicação em grande escala.  
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Abstract 
 
The cultivated peanut (Arachis hypogaea L.) is a legume of economic importance worldwide. It 
is an allotetraploid, with AABB genome, with low levels of polymorphism and susceptible to 
several diseases. Conversely, wild species have greater levels of polymorphism and are 
generally more resistant. The study of diploid Arachis genomes is, therefore, attractive, not only 
to simplify the construction of genetic and physical maps but also to characterize wild alleles. 
With this in mind, and in order to enrich the Arachis AA map, in this work we developed Single 
nucleotide polymorphisms (SNPs)-based molecular markers to map candidate genes of 
Arachis, and to transfer genetic markers based on single copy genes, that are transferable 
among legume species (anchor-markers). The method used (single base extension, 
SNaPShot®) was efficient and simple, thus suitable for large-scale analysis. 
 
 
 
 
  
Introdução 
 
O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) é uma leguminosa de grande importância 
econômica por ser rica em proteínas, vitaminas e óleos (Savage and Keenan, 1994).  
O amendoim cultivado é suscetível a diversas doenças que geram perdas econômicas para os 
produtores. Sua base genética é bastante estreita (Kochert et al., 1991) provavelmente devido 
a um evento único de alotetraploidização entre duas espécies silvestres diplóides (A. 
duranensis e A. ipaënsis) gerando um alotetraplóide (Seijo et al., 2004; Seijo et al., 2007). A 
planta resultante, contendo dois genomas distintos, conhecidos como AA e BB, é 
reprodutivamente isolada dos seus parentais silvestres, impedindo o fluxo do gene e a 
introgressão de alelos selvagens. Essa baixa variabilidade genética dificulta também o 
desenvolvimento de mapas genéticos, e de ferramentas necessárias para a caracterização 
genômica e o melhoramento molecular (Halward et al., 1991; Kochert et al., 1996; Herselman 
et al., 2003; Moretzsohn et al., 2004).  
Por outro lado, espécies silvestres diplóide apresentam maior variabilidade genética, 
acumulados em milhões de anos de evolução (Burow et al., 2001; Moretzsohn et al., 2004; 
Milla et al., 2005), sendo rica fonte de resistência a doenças, e de alelos para a adaptação a 
diversos ambientes (Stalker and Simpson, 1995; Rao et al., 2003; Dwivedi et al., 2003; 2006).  
O estudo do genoma diplóide de Arachis é, portanto atrativo, tanto para simplificar a construção 
de mapas genéticos e físicos, como para a caracterização de alelos selvagens (Stalker et al., 
1997; Guimarães et al., 2007). Pensando nisso, publicamos recentemente um mapa baseado 
em microssatélites para o genoma AA de Arachis, baseado no cruzamento entre duas espécies 
diplóides silvestres, A. stenosperma e A. duranensis (Moretzsohn et al., 2005). Escolhemos 
microssatélites por serem co-dominantes e por serem altamente transferíveis entre as espécies 
de Arachis. Outro mapa, baseado no cruzamento entre espécies silvestres diplóides com 
genoma BB (A. magna x A. ipaënsis) está sendo desenvolvido (não publicado).  
As informações contidas nesses mapas seriam enriquecidas com o mapeamento de genes 
candidatos e a transferência de marcadores genéticos baseados em genes de cópia única 
transferíveis entre Leguminosas (marcadores âncoras). Genes candidatos são os genes que, 
pela homologia, expressão ou outros dados são mais prováveis de estarem localizados em 
regiões que controlam características de interesse agronômicas. Embora os genes candidatos 
tenham valor elevado, freqüentemente apresentam níveis baixos do polimorfismo, exatamente 
por serem relativamente conservados.  
Tendo isso em mente, neste trabalho escolhemos variações em um único nucleotídeo (SNP- 
Single nucleotide polymorphism), o mais abundante de todo os tipos de marcadores (Douabin-
Gicquel et al., 2001). Embora o desenvolvimento de marcadores SNP esteja no princípio, é 
possível usar vários métodos, entretanto, eles tendem a ser trabalhosos, caros e difíceis de 
aplicar eficientemente em multiplex. Talvez para estas razões, eles foram relativamente pouco 
usados em genética de plantas. Neste trabalho nós testamos o método extensão de uma única 
base conhecida também como SNaPShot®, SNuPe, ou mini-sequenciamento (Murphy et al., 
  
2003) para o desenvolvendo de marcadores SNP, na qual mostramos que é eficiente e 
apropriado para a aplicação em grande escala. 
 
 
Material e Métodos 
 
Extração de DNA   
Amostras de DNA de A. stenosperma V10309, A. duranensis K7988, do híbrido F1 e de 93 
indivíduos F2 foram extraídos utilizando o método de Doyle and Doyle (1991) com poucas 
modificações. Foram extraídas também amostras de DNA de A. magna KG30097, A. ipaënsis 
KG30076, do híbrido F1 e de 150 indivíduos F2 utilizando o mesmo método.  
A concentração de DNA de cada tubo foi estimada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% 
de concentração, comparando-se as intensidades de fluorescência de cada amostra corada 
com brometo de etídio com diferentes padrões de DNA Lambda.  
 
 
 
Amplificação por PCR  
 
Foram amplificadas por PCR 50 seqüências EST (Expressed Sequence Tags) de Arachis com 
homologias a genes de interesse. As homologias foram selecionadas usando Blastx.  
A amplificação foi realizada em um termociclador modelo Eppendorf MastersCycle com o 
protocolo de amplificação touchdown: 12 minutos a 95ºC, seguidos inicialmente de 11 ciclos de 
15 segundos a 95ºC, 15 segundos a 62ºC, 30 segundos a 72°C, diminuindo 1ºC a cada ciclo, 
seguido de 20 ciclos de 15 segundos a 95ºC, 15 segundos a 52ºC, 30 segundos a 72°C,  
finalizando a reação de amplificação com 10 minutos a 72ºC. Nas soluções de PCR foram 
utilizados 5,0 ng de DNA; 1x PCR buffer; 1,5 mM de MgCl2; 0,2 mM do primer direto 0,2 mM do 
primer reverso; 0,25mM de dNTPs; 0,4U de Taq platinum DNA polimerase e o volume final foi 
ajustado, com água Milli-Q autoclavada, para 12 L. Inicialmente foi amplificado somente o 
DNA dos parentais da população de mapeamento de genoma AA para verificar a presença de 
polimorfismo entre eles.  
Trinta e cinco marcadores de cópia única, transferíveis entre leguminosas, presentes no mapa 
AA, foram amplificadas por PCR. Foram selecionados marcadores distribuídos entre os 10 
grupos de ligação do mapa genético AA de Arachis.  Esses marcadores foram selecionados 
visando sua transferência, como marcadores âncoras, para a população de mapeamento BB.  
A amplificação foi realizada em um termociclador modelo Eppendorf MastersCycle utilizando o 
seguinte perfil térmico de amplificação: 12 minutos a 95ºC, seguidos de 35 ciclos de 15 
segundos a 95ºC, 20 segundos a temperatura especifica de cada marcador, 30 segundos a 
72°C, finalizando a reação de amplificação, 10 minutos a 72ºC. Nas soluções de PCR foram 
  
utilizados 7,5 ng de DNA; 1x PCR buffer; 1,5 mM de MgCl2; 0,3 mM do primer direto 0,3 mM do 
primer reverso; 0,25mM de dNTPs; 0,4U de Taq platinum DNA polimerase e o volume final foi 
ajustado, com água Milli-Q autoclavada, para 12 L. 
 
Detecção do polimorfismo 
Cinco L da reação de amplificação foi misturada com 2.5 L de tampão de amostra e aplicado 
em gel de poliacrilamida 6%, não desnaturante (Sambrook and Russell, 2001). Após 
eletroforese, o gel foi corado com Nitrato de Prata (Creste et al., 2001). Os produtos 
amplificados que foram monomórficos em tamanho entre os parentais foram selecionados para 
seqüenciamento.  
 
Seqüenciamento e detecção de SNP 
Bandas que foram monomórficas em tamanho entre os parentais de mapeamento foram 
selecionadas para sequenciamento. O sequenciamento foi feito diretamente do produto da 
PCR utilizando 1ul de PCR, 1ul de 3,2uM primer, 2ul de BigDye Terminator sequencing kit 
(Applied Biosystems, CA, USA), e 6ul H2O. O sequenciamento foi realizado no ABI377 (Applied 
Biosystems).  
As seqüências foram processadas utilizando a ferramenta Staden Package com valores de 
qualidade de Phred (Ewing and Green, 1998; Staden et al., 2003). As seqüências dos dois 
alelos parentais foram incluídas no mesmo contig. O SNPs foi detectado pela opção detectar 
SNP candidato e pela inspeção manual. 
 
Genotipagem por SNaPShot® - Single Nucleotide Primer Extension 
Para a genotipagem dos SNPs foram desenvolvidos iniciadores que permitiram a genotipagem 
em multiplex utilizando a extensão de um único nucleotídeo. Estas genotipagens foram 
realizadas utilizando o sistema comercial SNaPShot® Single Base Extension Multiplex System 
- SBE (Applied Biosystems) e eletroforese em seqüenciadores automáticos ABI3100.  
Para a técnica, os primer são desenhados para anelarem imediatamente próximo ao sitio do 
SNP (Figura 1). Uma “cauda” consistindo de (dGACT)n é adicionada à extremidade 5’-final do 
primer, variando entre 25 à 56pb. As diferenças nos tamanhos dos primers, que se ligam a 
diferentes SNPs, permitem que sejam processados em multiplex. Durante a reação os 
terminadores ddNTP correspondentes aos alelos presentes são incorporados e o genótipo é 
lido como um  pico de fluorescência. Os alelos são diferenciados pelo tamanho e pela cor da 
fluorescência como detectados na eletroforese capilar. Os primer são desenhados em apenas 
uma direção utilizando o programa Primo SNP 3.4: SNP PCR Primer Design disponível 
livremente na internet no site http://www.changbioscience.com/primo/primosnp.html (Chang 
Bioscience). 
 
 
 
  
Mapeamento 
A análise de ligação foi feita utilizando Macintosh version 2.0 (Lander et al., 1987) 
essencialmente como descrito em Moretzsohn et al. (2005). 
 
Resultados 
 
Detecção do polimórfismo 
Baixos níveis de polimorfismos de tamanho entre parentais da população de mapeamento AA 
foram detectados em gel de poliacrilamida. Dos 50 produtos de PCR amplificados, 10 foram 
polimórficos em tamanho, 25 foram monomórficos em tamanho e 15 não amplificaram (dados 
não mostrados).  
Assim como na população de mapeamento AA, baixos níveis de polimorfismos também foram 
identificados na população de mapeamento BB. Dos 35 marcadores amplificados, seis foram 
polimórficos em tamanho, 25 monomórficos em tamanho e quatro não amplificaram (dados não 
mostrados). 
 
Identificação de SNPs  
Foram identificados SNPs em todas as 25 seqüências de DNA monomórficos em tamanho 
amplificadas dos parentais da população de mapeamento AA. Em contrapartida, na população 
de mapeamento BB das 25 seqüências de DNA monomórficos em tamanho amplificadas dos 
parentais, nove não foram variáveis em um único nucleotídeo.  
Os 25 SNPs da população de mapeamento AA e os 16 SNPs da população mapeamento BB, 
com a maior confidência foram selecionado para desenhar os primer para a genotipagem em 
multiplex utilizando o método extensão de única base (Tabela 1). Todos os primers foram 
calculados estando livres de “hairpins” e de formação dímero utilizando Autodimer.  
 
Genotipagem  
Até o momento, de todos os SNPs identificados, oito seqüências da população de mapeamento 
AA foram genotipadas utilizando a técnica de extensão de única base. Desses oito, apenas um 
SNP não funcionou de acordo com o método (AS1RN39A08). Os outros sete foram 
genotipados em uma única corrida. A identificação dos picos e o tamanho dos fragmentos de 
cada alelo dos sete SNPs genotipados estão mostrados na Figura 2.  
A seqüência polimórfica AHBGSI1001D05_I1 da população de mapeamento AA foi genotipada. 
 
Mapeamento  
Dos oito marcadores genotipados cinco foram incorporados ao mapa de ligação do genoma 
AA, AS1RN7G02, AS1RN36B01, AS1RN25D07, AS1RN0x727 e AHBGSI1001D05_I1 (Figure 
3). Os outros três marcadores permanecem não ligados.  
 
  
Discussão 
 
 O mapeamento de genes candidatos acrescentará a informação ao mapa de Arachis. 
Genes candidatos apresentam frequentemente níveis baixos de polimorfismo por serem 
relativamente conservados e, na maioria das vezes, são difíceis de mapear utilizando 
marcadores baseados em polimorfismo do tamanho. O SNP constitui o marcador molecular 
mais abundante (Douabin-Gicquel et al., 2001). O uso de SNPs em combinação com uma 
população altamente polimórfica tal como a população do genome do AA, baseada em uma 
cruzamento interespecífico usada aqui, deve permitir que quase todas as seqüências de 
interesse sejam mapeadas. Nessa população, foram identificados polimorfismos de SNP para 
todas as seqüências de interesse, mesmo que fossem fragmentos curtos de regiões 
codificantes, mas para a população do genoma BB nem todas as seqüências foram variáveis 
em um único nucleotídeo.  
 Como esperado, o polimorfismo de tamanho nas regiões codificantes de interesse 
entre genótipos de Arachis foram baixas. Apenas dez seqüências foram polimórficos entre os 
parentais do mapa AA. Entretanto, em todas as 25 seqüências monomórficas em tamanho 
foram identificados SNPs. Em contrapartida, das 35 seqüências dos parentais do mapa BB, 15 
foram monomórficos tanto para tamanho como para SNP. Esse baixo nível de variação é 
devido os parentais do mapa BB serem próximos geneticamente.  
 A princípio utilizamos CAPs e dCAPs (Bertioli D, Moretzsohn M, Madsen L, Sandal N, 
et al., resultados não publicados) para mapear polimorfismos de SNP em Arachis, mas a 
insuficiência de enzimas de restrição fazem com que esses métodos sejam caro e lento, 
especialmente considerando a longa demora para a entrega de enzimas menos comuns em 
Brasília, nosso lugar de trabalho. Assim, procuramos testar um método de genotipagem de 
SNP sem necessitar de enzimas de restrição, como o método de extensão de única base (SBE 
-Single Base Primer Extension).  
 Esse método se mostrou eficiente e pouco trabalhoso. Apenas um dos oito SNPs 
genotipados não funcionou como esperado. Os outros sete foram genotipados em uma única 
corrida na maquina de genotipagem (Figura 2). A altura dos picos e o tamanho dos fragmentos 
de cada alelo foi ideal para a identificação dos alelos, observar sua segregação, validar o SNP 
e genotipá-los. 
Dos oito marcadores genotipados, cinco foram incorporados ao mapa de ligação do genoma 
AA, AS1RN7G02, AS1RN36B01, AS1RN25D07, AS1RN0x727 e AHBGSI1001D05_I1 (Figura 
3). Os outros marcadores permanecem não ligados. Os marcadores AS1RN7G02, 
AS1RN36B01 e AS1RN25D07 têm homologia a genes análogos a resistência à doença em 
Arabidopsis. É sabido que este tipo de gene ocorre frequentemente em conjunto (Michelmore 
and Meyers, 1998), e consequentemente um deles mapeou próximo a dois outros genes 
análogos a resistência no final do LG5.  Outro dos genes candidatos (AHBGSI1001D05_I1), 
com homologia a glutathione S-transferase, identificado em estudos de resposta à expressão 
gênica a Cercosporidium personatum foi mapeado próximo a um QTL para resistência a essa 
  
doença (Leal-Bertioli, submetido). Estas observações, embora limitado no número, indicam 
potencial elevado do mapeamento de genes candidato.  
Na conclusão mostramos aqui que mapeamento de genes candidatos selecionados em Arachis 
pode ser feito de uma maneira rápida e eficiente usando SBE. O uso desta metodologia em 
combinação com uma população de referência altamente polimórfica significa que mapear a 
grande maioria das seqüências do interesse é praticável. A densidade elevada e a estabilidade 
mutacional do SNPs, faz dele um marcador de DNA particularmente útil para genética de 
população e para mapear genes candidatos a resistências a doença e a tolerância a estress  
abiótico (Brookes, 1999). 
 
Tabela 1 – Seqüência dos primers genotipados na população de mapeamento AA, utilizando o 
método extensão de única base para genotipagem de SNaPShot® em multiplex. Os primers 
foram desenhados em apenas uma direção utilizando o programa Primo SNP 3.4: SNP PCR 
Primer Design (http://www.changbioscience.com/primo/primosnp.html).  
 
 
 
 
 
 
Seqüência Primer Single-base extension (5' - 3') 
Direção 
do 
primer  
Alelo 
Genotipado 
K/V 
Tamanho 
do 
Primer 
(bases) 
Referência 
dos Alelos 
AS1RM11B11 gactgacGTTCGGCATGTAGTCATA Reverso A/G 25 T/C  
AS1RN33D02 gactgactgacGGCTCTGGCTGCCC Reverso T/C 25 A/G  
AS1RM11G07 gactgactgactgactgaATCGCGCACATCAAGCT Reverso C/G 35 G/C  
AS1RN39A08 gactgactgactgactgaAACACCGCTGATTACCA Reverso T/A 35 A/T 
AS1RN7G02 gactgactgactgactgactgaTTTGGCAGTGATCTTGGT Reverso G/A 40 C/T  
AS1RN36B01 gactgactgactgactgactgacTCCACAACATGATGCTC  Direto G/A 40 G/A  
AS1RN25D07 gactgactgactgactgactgactgaAGTTCCTGTTCCTCATGT  Direto T/C 44 T/C 
AS1RN0x727 gactgactgactgactgactgactgactgactCGGCATACAGATCGGG Reverso A/C 48 T/G  
K/V = A. duranensis - K7988/ A. stenosperma -V10309   
  
 
Figura 1 - Figura ilustrativa da genotipagem do SNP utilizando o método extensão de uma 
única base. Nessa técnica, os primers são desenhados para ligarem-se ao DNA imediatamente 
próximo ao sítio do SNP. Uma cauda (dGACT)n é adicionada a extremidade 5’-final do primer, 
variando em tamanho. O terminador ddNTP correspondente ao alelo é incorporado e o 
genótipo é lido como um pico de fluorescência. Os alelos são diferenciados pelo tamanho e 
pela cor da fluorescência detectados na eletroforese de capilaridade.  
 
 
  
 
Figura 2 – Eletroferograma da genotipagem em multiplex com o método SEB SNaPShot®. 
Abaixo dos picos há informação dos alelos e seus respectivos tamanhos. A – genotipagem do 
parental A. duranensis – K7988. B – Genotipagem do hybrid F1 (A. duranensis - K7988 x A. 
stenosperma -V10309). C – Genotipagem do parental A. stenosperma -V10309.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Figura 3 – Mapa de ligação genético de Arachis obtido pela análise de 93 indivíduos F2, gerado 
pelo cruzamento entre duas espécies silvestres diplóide com genoma AA, A. duranensis x A. 
stenosperma (Moretzsohn et al., 2005). Cinco marcadores SNPs genotipados em multiplex com 
o método SEB SNaPShot® foram incorporados a esse mapa. Em verde: marcadores QTL para 
resistência a Cercosporidium personatum. 
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